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Komponenten und Verfahren zur spezifischen Hemmung von Genen in Augenzellen 

5 Die vorliegende Erfindung betriflt ein Verfahren, Nukleinsauren, Organismus, Wirt, Zelle, 
Zelllinien, Gewebe, Organe, pharmazeutische Zusammensetzung bzw. Medikament, Trager, 
Vektor zur spezifischen Hemmung von Genen in Zellen und Geweben, insbesondere die sich 
innerhalb des Auges jenseits der Blut/Retma-Schranke befinden und in den betreffenden 
Zellen und Geweben spezifisch oder Uberwiegend exprimiert werden. 

10 

Das menschliche Auge ist ein Organ auBerordentlicher Komplexitat, dessen Strukturen und 
Gewebe in ihren jeweils spezifischen Funktionen so aufeinander abgestimmt sind, dass der 
Vorgang des Sehens vom Eintreffen des Lichtstrahles auf die Linse bis zur Umwandlung in 
elektrische Impulse und deren Weiterleitung in die fttr die bewusste Wahrnehmung 
15 zustandigen Bereiche des Gehirns optimal gewShrleistet wird. Insbesondere die Gewebe des 
Augenhintergrundes wie die mehrschichtige Retina, in der funktionell hochspezialisierte 
Zelltypen die Umwandlung von Lichtenergie in elektrische Impulse vermitteln, und auch das 
Retinale Pigmentepithel (RPE) zeichnen sich durch eine sehr hohe Stoffwechselaktivitat aus. 
Die aktive Versorgung der Photorezeptoren mit Nahrstoffen aus dem Blutkreislauf und der 
20 gleichzeitige Abtransport und die Prozessierung von Abbauprodukten des Sehvorganges 
erfolgt ttber das RPE, welches wiederum durch die Bruchsche Membran von den Blutgef&Ben 
der Choriokapillaris getrennt ist. Der Stoffaustausch fiber das RPE und die Bruchsche 
Membran erfolgt kontrolliert und spezifisch und aufgrund dieser fiinktionellen Analogie zur 
Blut/Hirn-Schranke spricht man hier von der Blut/Retma-Schranke. 
25 Die Aktivitat zahlreicher, oft spezifisch exprimierter Gene ist zur Kontrolle und 
Durchfiihrung des Phototransduktionsprozesses in den Zellen der Retina und des 
Stoffaustausches fiber die Blut/Retma-Schranke, dariiber hinaus aber auch zur 
Aufrechtererhaltung der Struktur und fiinktionellen Integritat der zahlreichen Komponenten 
der Gewebe des Augenhintergrundes notwendig. Dieses einzigartige und hochentwickelte 
30 System ist daher sehr anfallig fiir zahlreiche genetische Defekte, die sich in einer grolJen 
phanotypischen Bandbreite retinaler Erkrankungen aufiert. 
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Neben def Chorioretinitis und der Herpesretinitis, die als erworbene Formen retinaler 
Erkrankungen betrachtet werden konnen, lasst sich die * tiberwiegende Zahl retinaler 
Krankheitsbilder auf eine genetische Disposition zuriickfiihren. Dazu gehoren beispielsweise 
die primSre Netzhautablosung (Ablatio retinae), das Retinoblastom, das retinale Astrocytom 

. 5 (Bourneville Pringle), Angiomatosis retinae (Hippel-Lindau), die Coats-Erkrankung (Retinitis 
exsudativa), die Eales Erkrankung, Retinopathia centralis serosa, Okularer Albinismus, 
Retinitis pigmentosa, Retinitis punctata albescens, das Usher Syndrom, die Lebersche 
Kongenitale Amaurose, die Zapfendystrophie, die Vitelliforme Makvda-Degeneration 
(Morbus Best), die Juvenile Retinoschisis, die North Carolina Macuia-Dystrophie, die Sorsby 

10 . Fundus-Dystrophie, die Doyne'sche Honigwaben Retinal-Dystrophie (Malattia leventinese), 
Morbus Stargardt, die Wagnersche Vitreoretinale Degeneration und die Altersbedingte 
Makula-Degeneration (AMD). 

WShrend es bei der Aufklarung der Ursachen monogener Retinopathien wie Morbus Best 
15 oder Morbus Stargardt in letzter Zeit beeindruckende Fortschritte gab, ist der heutige 
Kenntnisstand iiber die oft komplexen molekularen Stoffwechselzusammenhange, welche 
dem charakteristischen Krankheitsbild multifaktoriell bedingter retinaler Erkrankungen 
zugrundeliegen, nur sehr gering. Im Folgenden wird exemplarisch auf die AMD als komplexe 
Augenerkrankung mit genetischer Komponerxte und den damit zusammenhSngenden 
20 technischen Problemen in Bezug auf die Erforschung der molekularen Ursachen und der 
Entwicklung diagnostischer und pharmakologischer Interventionsstrategien eingegangen 
werden. 

Bei der AMD, die zu den retinalen Degenerationen gezahlt wird, handelt es sich um die 
25 Mufigste Erblindungsursache im fortgeschrittenen Lebensalter in der entwickelten Welt. Die 
Pravalenz steigt von 9% bei Personen in einem Alter von mehr als 52 Jahren bis auf mehr als 
25% bei den ttber 75-Jahrigen (Paetkau et aL 1978, Leibowitz et al. 1980, Banks und Hutton 
1981, Ghafour et al. 1983, Hyman 1987, Hyman et al. 1983, Grey et al. 1989, Yap und 
Weatherill 1989, Heiba et al. 1994). 

30 

. AMD ist eine komplexe Erkrankung, die sowohl durch endogene, als auch durch exogene 
Faktoren ausgelOst wird (Meyers und Zachary 1988; Seddon et al. 1997). Neben den 
Umweltfaktoren werden noch verschiedehe persSnliche Risikofaktoren wie Hypermetropic, 
helle Haut- und Irisfarbung, erhehter Serum-Cholesterihspiegel, Bluthochdruck oder 
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Zigarettenrauchen vorgeschlagen (Hyman et al. 1983, Klein et aL 1993, Sperduto und Hiller 
1986, The Eye Disease Case-Control Study Group 1992, Bressler und Bressler 1995). Eine 
genetische Komponente als Grundlage der AMD wurde von verschiedenen Gruppen 
dokumentiert (Gass 1973, Piguet et al. 1993, Silvestri et al. 1994) und fiihrte zu der 
Hypothese, dass die Krankheit in entsprechend genetisch pradisponierten Personen durch 
Umwelt- und individuelle Faktoren begunstigt werden kann. 

Aufgrund der Komplexitat des Krankheitsbildes kann davon ausgegangen werden, dass die 
Anzahl der bisher unbekannten Gene groB ist, die, wenn sie mutiert sind, zur Anfalligkeit fur 
AMD beitragen. 

Das technische Problem, das dieser Erfindung zugrundeliegt, besteht nun zum einen darin, 
dass eine gezieite Applikation von Wirkstoffen in das Auge und insbesondere in den 
Augenhintergrund aufgrund der Struktur des menschlichen Auges aufwendig ist, mit 
erheblichen Nebenwirkungen verbunden ist und mit Spatfolgen zu rechnen ist. Eine direkte 
Applikation beispielsweise durch Injektion in den Augenhintergrund ist ftir die betroffenen 
Personen sehr unangenehm, insbesondere dann, wenn eine Behandlung mehrmals oder 
chronisch erforderlich ist Ferner ist eine direkte Applikation in den Bulbus mit erheblichen 
Nebenwirkungen bzw. mittelfristig auftretenden Sekundarerkrankungen wie Katarakt und 
Glaukom verbunden. Eine systemische Applikation zeigt dagegen in der Regel 
Nebenwirkungen aufierhalb des Zielorgans Auge - oft ohne dass der Wirkstoff in 
signifikanten Mengen im Augenhintergrund des inneren Auges nachweisbar ist. Selbst bei 
ausreichender Targetspezifitat, die das Risiko unerwunschter Nebenwirkungen bei einer 
systemischen Applikation gering halten wurde, bleibt diese Art der Applikation ineffizient, da 
sich die Zielgewebe und Zielzellen jenseits der Blut/Retina-Schranke befinden und der 
Wirkstoff aufgrund der stringenten Aktivitat dieser Schranke nicht an seinen Wirkort 
gelangen kann. 

Zur Zeit auf dem Markt verfiigbare Medikamente zur Behandlung ophthalmologischer 
Erkrankungen stehen daher nahezu ausschliefllich zur Behandlung der klinischen Symptome 
des vorderen Auges zur Verfugung, da hier eine Applikation fiber Augentropfen relativ leicht 
mGglich ist. 
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Eine kausale Therapie insbesondere der hinteren Augenabschnitte ist mit Ausnahme oben 
bescbriebener und mitNebeneffekten verbundener Injektionen nicht mSglich. 

Das technische Problem besteht zum anderen in der Schwierigkeit der Anwendung 
5 konventioneller experimenteller Strategien zur Identifikation von Genen, die fiir retinale 
Erkrankungen ursachlich sind, und deren VaUdierung als Targets zur Diagnose und fur 
pharmakologische Interventionsstrategien. Dies gilt insbesondere fur die AMD, dabei dieser 
Erkrankung die Symptome erst spat, in der Regel in der 7. Lebensdekade, auftreten. Das 
Wissen fiber pathologische Stoftwechselzusammenhange aufgrund der eingeschrankten oder 
1 0 fehlenden Funktion einzelner oder mehrerer daftir ursachlicher Gene etwa bei der AMD oder 
bei anderen retinalen Krankheitsbildern reicht nach bisherigem Kenntnisstand zur 
medikamentdsen Behandlung solcher Krankheiten nicht aus. Geeignete Tier- oder 
ZellkulturmodeUe fur derartige Erkrankungen fehlen auf Grund der Komplexitat der 
Erkrankung und entsprechender einfacher Interventions- und ManipulationsmSgUcbkeiten am 
15 Auge. 

Als essentielles Sinnesorgan ist das Auge durch natttrliche Barrieren (Tranensekretion, 
Enzyme, TransportvorgSnge, Blut/Retma-Schranke) gegen aussere schadliche Einflttsse 
geschiitzt, die aber gleichzeitig auch eine Schranke fur die Applikation von Medikamenten 

20 darstellen. Wie die Blut/ffim-Schranke stellt die Blut^letina-Schranke eine physiologische 
Barriere fur die Aufhahme von Medikamenten in das Augeninnere dar und macht eine 
pharmakologische Therapie von okularen Erkrankungen nach dem derzeitigen Stand der 
Technik - wenn fiberhaupt - nur sehr schwer mdglich. Dies gilt zum Beispiel auch fur die 
Applikation von sogenannten einzelstrangigen Antisinn-Oligonukleotiden fur die Inhibition 

25 der Expression von Ziel-Genen, deren Anwendung im Auge eine intravitreale Injektion 
erforderUch macht. Die Oberwindung der Blut/Retma-Schranke stellt somit ein technisches 
Problem bei der Therapie okularer Erkrankungen durch spezifische Inhibition der 
Proteinexpression im Augengewege dar. 

30 Der vorliegenden Erfmdung liegt die Aufgabe zugrunde, ein verbessertes Verfahren sowie 
Komponenten zur Behandlung von Augenerkrankungen bereitzustellen. 

Diese Aufgabe wird mit dem entsprechenden Gegenstand der Patentanspruche gelSst. 

. LY01A02/P-US 

[1030132.doc] 



-5- 

Der Grundgedanke der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zur spezifischen 
Hemmung der Expression von Zielgenen in Zellen und Geweben des Auges mit den 
folgenden Verfahrensschritten: 

- Einftihren von ein oder mehreren doppelstrangigen Oligoribonukleotiden (dsRNA) 
5 aufierhalb der Retina, insbesondere des Auges, 

- Hemmung der Expression der korrespondierenden mRNA eines oder mehrerer Zielgene 
durch RN A-Interferenz, 

- Degradation der korrespondierenden mRNA eines oder mehrerer Zielgene 

- Bereitstellung und Aufrechterhaltung einer Testzelle oder eines Testgewebes, in der/denen 
10 die korrespondierende mRNA eines oder mehrerer Zielgene degradiert ist/sind, und 

- Beobachtung und Vergleich des entstandenen Phanotyps der hergestellten Testzelle oder 
des Testgewebes mit demjenigen einer geeigneten Kontrollzelle oder eines 
Kontrollgewebes, urn Informationen tiber die Funktionen der Gene zu erhalten. 

15 Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin ein Medikament bzw. eine phaimazeutische 
Zusammensetzung, die ein oder mehrere doppelstrangige Oligoribonukleotide (dsRNA) 
enthait, die mitteis RNA-Interferenz die korrespondierende mRNA eines oder mehrerer 
Zielgene in der Expression hemmen, deren eingeschrSnkte Funktionen fur eine 
Augenerkrankung ursSchlich sind, und die auBerhalb der Blut/Retina-Schranke, insbesondere 

20 auBerhalb des Auges, angewendet wird. 

Die iiberraschenden Vorteile der Erfindung sind, dass entgegen der weitlaufigen 
Fachmeinung gezeigt werden konnte, dass erfindungsgemaBe Wirkstoffe die Blut/Retina- 
Schranke als physiologische Barriere tiberwinden kannen, so dass eine systemische oder 
25 lokale Applikation auBerhalb des Augeninneren fur eine gezielte Behandlung einer Krankheit 
des Augenhintergrundes und damit eine verbesserte Therapie moglich ist 

Gleichzeitig werden die Nebenwirkungen, die mit einer direkten Applikation, z.B, durch 
Injektion, aufgrund der Struktur des menschlichen Auges verbimden sind und die ftir die 
30 betroffenen Personen, insbesondere bei mehrmaligen oder chronischen Behandlxangen, sehr 
unangenehm und mit Langzeitfolgen wie z.B. Katarakt und Glaukom verbunden sind, 
erfindiuigsgemaB reduziert. 
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Die Losung des technischen Problems besteht in der Bereitstellung eines Verfahrens zur 
spezifischen Intervention in Erkrankungen des Augenhintergrundes auf der molekularen 
Ebene, ohne dass eine direkte Applikation in den Augenhintergrund notwendig ist. Mit der 
vorliegenden Erfindung wird das weite, bislang nicht oder nur unzulSnglich adressierbare 

5 Therapiefeld von Erkrankungen des Augeninneren und des Augenhintergrundes umfSnglich 
erschlossen. Die Intervention beruht auf einer Hemmung spezifisch oder uberwiegend in den 
Geweben des Auges bzw. Augenhintergrundes exprimerter Gene, dadurch gekennzeichnet, 
dass die hierzu benStigten Wirkstoffe die Blut/Retina-Schranke dberwinden kOnnen, so dass 
eine systemische oder lokale Applikation auBerhalb des Augeninneren ftir eine gezielte 

10 Behandlung einer Krankheit des Augenhintergrundes m6glich ist 

Mit der gleichen Methode lassen sich einfach und schnell aussagefahige Tiennodelle 
generieren, welche die Symptome der uberwiegend genetisch bedingten Erkrankungen des 
Augeninneren nachbilden. Diese Tiermodelle sind geeignet den Entwickungsprozefi 
1 5 entsprechender spezifischer Pharmazeutika fur die Ophthalmologic zu initiieren und Produkte 
zu validieren. 

Weitere Vorteiie und bevorzugte Ausftihrungsformen der Erfindung sind der Beschreibung 
entnehmbar. 

20 

Die Losung des dieser Erfindung zugrundeliegenden technischen Problems besteht in der 
Bereitstellung eines Verfahrens zur spezifischen Hemmung von Genen, deren aberrante 
Funktionen ursachlich im Zusammenhang mit monogenen oder mit multifaktoriell bedingten 
Augenerkrankungen stehen. Hierzu kann beispielsweise die AMD als eine Form einer 
25 degenerativen retinalen Erkrankung gezahlt werden. 

Ein Verfahren zur spezifischen Hemmung von Genen durch doppelstrSngige 
Oligoribonukleotide (dsRNA) ist aus der WO 01/75164 bekannt Die Offenbarung dieser 
Anmeldung wird hiermit in die vorliegende Beschreibung aufgenommen. 

30 

In dieser Anmeldung wird beschrieben, dass doppelstrSngige Oligoribonukleotide (dsRNA) 
nach der Einfuhrung in die Zielzellen die spezifische Degradation von mRNA induzieren. Die 
Spezifitat dieses Vorganges wird vermittelt durch die Komplementaritat eines der beiden 
dsRNA-Strange zur mRNA des Zielgens. 
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Der Prozess des genspezifischen, post-transkriptionellen Abschaltens von Genen durch 
dsRNA-Molekffle wild als RNA-Interferenz (RNAi) bezeichnet Diese Bezeichnung wurde 
urspriinglich von Fire und Mitarbeitern gepragt, ran die Beobachtung zu beschreiben, dass die 
5 Einfiihrung von dsRNA-Molekttlen in den Fadenwurm Caenorhabditis elegans die 
Genexpression blockiert (Fire et al., 1999). Nachfolgend konnte RNAi auch an Pflanzen, 
Protozoen, Insekten (Kasschau und Carrington 1998) vind kurzlich auch an Saugerzellen 
gezeigt werden (Caplen et al., 2001; Elbasbir et al., 2001). ,Der Mechanismus, durch den 
RNAi die Genexpression unterdrUckt, ist noch nicht vollstandig verstanden. Aus 
10 Untersuchungen an Nicht-Saugerzellen ist bekannt, dass dsRNA-Molekule durch endogene 
Ribonukleasen in kleine interferierende RNA-Molekiile (siRNA-Molekule) umgewandelt 
werden (Bernstein et al., 2001; Grishok et al., 2001; Hamilton and Baulcombe, 1999; Knight 
and Bass, 2001; Zamore et al., 2000). Die 21 bis 23 bp langen siRNA-Molekule sind somit 
die eigentlichen Mediatoren fur den Abbau der mRNA des Zielgens. 

15 

Zur spezifischen Hemmung eines Zielgens gentigt es, dass das doppelstrangige 
Oligoribonukleotid eine zum Zielgen identische Sequenz mit einer LSnge von 21 bis 23 
Nukleotiden (Basenpaaren) aufweist 

20 In der vorliegenden Erfindung werden doppelstrangige Oligoribonukleotide (dsRNA) 
verwendet, welche nach der Applikation die Blut/Retina-Schranke ttberwinden, ran durch 
RNA-Interferenz der korrespondierenden mRNA-MolekOle die Hemmung der Zielgene in 
den Zielzellen hervorzurufen. Die vorliegende Erfindung umfasst weiterhin ein Medikament 
aus dsRNA-Molektilen zur spezifischen Behandlung genetisch bedingter Augenerkrankungen. 

25 Mit der vorliegenden Erfindung wird das weite, bislang nicht oder nur unzulanglich 
adressierbare Therapiefeld von Erkrankungen des Augeninneren und des Augenhintergrundes 
erschlossen. 

Das in dieser Erfindung beschriebene Verfahren zeichnet sich dadurch aus, dass zum ersten 
30 Mai gezeigt werden konnte, dass dsRNA-Molekiile, vorzugsweise in der o.g. Lange nach 
systemischer oder lokaler Applikation auflerhalb des Augapfels im Inneren des Auges 
nachweisbar sind. Die Nachweisbarkeit beruht auf der spezifischen Hemmung von 
vorgebenen Zielgenen in Zellen oder Geweben des Augeninneren durch RNA-Interferenz. 
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Aufgrund der spe2ifischen Funktionen der Zellen des retinalen Gewebes und des RPE wird 
vermutet, dass Gene, deren aberrante Funktion ursachlich sind fur Krankheiten des 
Augenhintergrundes, in den Geweben und Zellen des Augenbintergrundes spezifisch 
exprimiert werden und somit bevorzugte Ziele ftir medikamentbse Interventionen darstellen. 

Der Kem der vorliegenden Erfindung ist insofem uberraschend, dass dsRNA-Molekule einer 
Lange von 21 bis 23 Nukleotiden in der Lage sind, nach einer systemischen Applikation, 
beispielsweise durch intravenose Injektion, die Blut/Retina-Schranke zu ttberwinden und in 
den Geweben des Augenhintergrundes Zielgene spezifisch zu inaktivieren. Diese 
Oberwindung der Blut/Retina-Schranke ist urn so bemerkenswerter, da die Uberwindung der 
Blut/Hirn-Schranke durch dsRNA bislang in keinem Experiment gezeigt werden konnte. 

Das Verfahren, welches unten durch Ausfiihrungsbeispiele erlautert wird, eignet sich somit 
zur Bereitstellung eines Tiermodells mit den Targets, deren eingeschrankte Funktion fur 
15 Krankheiten im Auge ursachlich sind, identifiziert und validiert werden kSnnen. Das 
Verfahren eignet sich dariiber hinaus zur spezifischen Intervention in Augenerkrankungen auf 
molekularer Ebene, ohne dass eine direkte Applikation in den Augenhintergrund notwendig 
ist. Durch die Spezifitat der RNAi zur Hemmung spezifisch in den Zielzellen exprimierter 
Gene ist das Risiko unerwiinschter Nebenwirkungen gering. 

20 

Diese und andere AusfUhrungsformen sind in der vorliegenden Beschreibung und in den 
Beispielen offenbart und umfasst. Literatur bezuglich der erfindungsgemafi zu verwendenden 
Materialien, Verfahren, Verwendungen und Verbindungen k6nnen mittels Sffentlichen 
Bibliotheken und Datenbanken bezogen werden, beispielsweise mittels der Verwendung von 

25 elektronischen Hilfsmitteln. Beispielsweise kann die effentliche Datenbank „Medline" 
benutzt werden, die von dem National Center for Biotechnology Information und/oder der 
National Library of Medicine at the National Institutes of Health unterhalten wird. Weitere 
Datenbanken und Internetadressen, wie die des European Bioinformatics Institute (EBI), das 
Teil des European Molecular Biology Laboratory (EMBL) ist, sind dem Fachmann bekannt 

30 und k6nnen auch durch die Verwendung von Intemetsuchmaschinen aufgefunden werden. 
Eine Obersicht aber Patentinformationen in der Biotechnologie und eine Obersicht von 
relevanten Quellen fur Patentinformationen, die fur die retrospektive Suche und der 
Vergegenwartigung niitzlich sind, sind in Berks, TBBTECH 12 (1994), 352-364 beschrieben. 
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Die vorstehende Offenbarung beschreibt aUgemein die vorliegende Erfindung. Ein 
umfassenderes Verstandnis der Erfindung kann dvirch Bezugnahme auf die folgenden 
spezifischen Beispiele erhalten werden, die lediglich zum Zwecke der Illustration zur 
VerfUgung gestellt werden und nicht gedacht sind den Umfang der Erfindung einzuschranken. 
Der Inhalt aller zitierten Referenzen (einschl. Literaturreferenzen, erteilte Patente, 
veroffentlichte Patentanmeldungen wie sie im Text zitiert sind und Herstellerbeschreibungen 
und Angaben, etc.) ist bier explizit durch Bezugnahme enthalten; jedoch ist dies kein 
Zugestandnis, dass irgendeines dieser Dokumente Stand der Technik fur die vorliegende 
Erfindung ist 



Zur AusfUhrung der vorUegenden Erfindung kSnnen, wenn nicht anders dargestellt, 
konventionelle Techniken der Zellbiologie, Zellkultur, Molekularbiologie, transgenen 
. Biologie, Mikrobiologie, rekombinante DNA und RNA Technologie verwendet werden, die 
zum Handwerkzeug des Fachmann gehSren. Solche Techniken sind umfassend in der 

15 Literatur erklart, siehe beispielsweise Molecular Cloning A Laboratory Manual, 2nd Ed., ed. 
by Sambrook, Fritsch and Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory Press: 1989); DNA 
Cloning, Volumes 1 and II (D. N. Glover ed., 1985); Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait 
ed., 1984); Mullis et al. U.S. Pat. No. 4,683,195; Nucleic Acid Hybridization (B. D. Hames & 
S. J. Higgins eds. 1984); Transcription And Translation (B. D. Hames & S. J. Higgins eds. 

20 1984); Culture Of Animal Cells (R. I. Freshney, Alan R. Liss, Inc., 1987); Immobilized Cells 
And Enzymes (IRL Press, 1986); B. Perbal, A Practical Guide To Molecular Cloning (1984); 
the treatise, Methods In Enzymology (Academic Press, Inc., N.Y.); Gene Transfer Vectors 
For Mammalian Cells (J. H. Miller and M. P. Calos eds., 1987, Cold Spring Harbor 
Laboratory); Methods In Enzymology, Vols. 154 and 155 (Wu et al. eds.), Immunochemical 

25 Methods In Cell And Molecular Biology (Mayer and Walker, eds., Academic Press, London, 
1987); Handbook Of Experimental Immunology, Volumes I-IV (D. M. Weir and C. C. 
Blackwell, eds., 1986). 
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Ausfuhrungsbeispiele 

Modellhaft wird die Inhibition der Expression des grtln-fluoreszierenden Proteins (eGFP) im 
5 retinalen Pigmentepithel (RPE) und der Retina von transgenen Mausen (FVB.Cg- 
Tg(GFPU)5Nagy, The Jackson Laboratory) durch dsRNA-Molekttle analysiert. 
Das Bejspjgl 1 beschreibt das spezifische post transcriptional gene silencing durch dsRNA 
gegen das Ziel-Gen eGFP im Maus-Tiermodell, wobei die optimale dsRNA-Konzentration 
van post transcriptional gene silencing fur die systemische Applikation bestimmt werden soil 
10 (Versuchsschema 1). Fur die Durchftthrung werden transgene Mause, die die enhanced Form 
des grunfluoreszierenden Proteins (eGFP) in ihren Korperzellen exprimieren, in vivo durch 
systemische Applikation mit dsRNA Oligoribonukleotid-Molekulen gegen das Ziel-Gen 
eGFP behandelt. Bei Kontrolltieren erfolgt ebenfalls eine systemische Behandlung mit 
unspezifischen dsRNA-Molekulen gegen das Luziferase GL2-Gen. Zwecks post 
15 transcriptional gene silencing wird den nicht analgetisierten und nicht narkotisierten Tieren 
taglich (1. Behandlungstag: Tag 0, letzter Behandlungstag: Tag 20) 20, 100 oder 200 ug 
eGFP-spezifische dsRNA/kg K6rpergewicht (KG) und der Kontrollgruppe 200 pg Luziferase- 
spezifische dsRNA/kg KG in die Schwanzvene i.v. injiziert. Eine mit ddH20-behandelte 
Kontrollversuchstiergruppe (tagliche i.v.-Injektion von 0,5 ml ddH20 in Schwanzvene) wird 
20 mitgefuhrt. Jede Versuchstiergruppe besteht aus 8 Tieren, das Injektionsvolumen/Injektion 
betragt maximal 0,5 ml. Am Tag 21 erfolgt die Sakrifxzierung der Tiere durch C02- 
Inhalation. 

Die Expression des griin-fluoreszierenden Proteins im Auge unbehandelter und behandelter 
MSuse wird immunhistologisch (spontane eGFP-Fluoreszenz: fluoreszensmikroskopische 
25 Auswertung; eGFP-spezifische Immunfluoreszensfarbung: fluoreszensmikroskopische 
Auswertung; eGFP-spezifische DAB-Farbung: Uchtmikroskopische Auwertung) untersucht. 



Das Beispiel 2 beschreibt das spezifische post transcriptional gene silencing durch dsRNA 
30 gegen das Ziel-Gen eGFP im Maus-Tiermodell, wobei der optimale Wirkungszeitpunkt (= 
Zeitpunkt des maximalen gene silencing-Effekte) nach einmaliger systemischer dsRNA- 
Injektion i.v. in Schwanzvene des post transcriptional gene silencing fur die systemische 
Applikation bestimmt werden soli (Versuchsschema 2). Fur die Durchftthrung werden 
; transgene MSuse, die die enhanced Form des grunfluoreszierenden Proteins (eGFP) in ihren 
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Korperzellen exprimieren, in vivo dutch systemische Application mit dsKNA 
Ohgoribonukleotid-Molekulen gegen das Ziel-Gen eGFP behandelt. Bei Kontrolltieren 
erfolgt ebenfalls eine systemische Behandlung mit unspezifischen dsRNA-MolekGlen gegen 
das Luziferase GL2-Gen. Zwecks post transcriptional gene silencing wird den nicht 

5 analgetisierten und nicht narkotisierten Tieren einmalig am Tag 0 200 ug eGFP-spezifische 
dsKNA/kg Korpergewicht (KG) und der Kontrollgruppe 200 ug Luziferase-spezifische 
dsRNA/kg KG in die Schwanzvene i.v. injiziert Jede Versuchstiergruppe besteht aus 8 
Tieren, das Injektionsvolumen/Injektion betragt maximal 0,5 ml. Am Tag 2, 3, 5, und 10 nach 
der i.v.-Injektion erfolgt die Sakrifizierung der Tiere durch C02-Inhalation. 

10 Die Expression des grun-fluoreszierenden Proteins im Auge unbehandelter und behandelter 
Mause wird immunhistologisch (spontane eGFP-Fluoreszenz: fluoreszensmikroskopische 
Auswertung; eGFP-spezifische Immunfluoreszensfarbung: fluoreszensmikroskopische 
Auswertung; eGFP-spezifische DAB-Farbung: lichtmikroskopische Auwertung) untersucht 

15 Das Beispiel 3 beschreibt das spezifische post transcriptional gene silencing durch dsKNA 
gegen das Ziel-Gen eGFP im Maus-Tiermodell, wobei die optimale dsRNA-Konzentration 
zum post transcriptional gene silencing fur die lokale (retrobulbare) Applikation bestimmt 
werden soil (Versuchsschema 3) . Fik die Durchfuhrung werden transgene Mause, die die 
enhanced Form des grOnfluoreszierenden Proteins (eGFP) in ihren Korperzellen exprimieren, 
20 in vivo durch retrobulbare Applikation mit dsRNA Oligoribonukleotid-Molekulen gegen das 
Ziel-Gen eGFP behandelt. Bei Kontrolltieren erfolgt ebenfalls eine retrobulbare Injektion mit 
unspezifischen dsRNA-Molekulen gegen das Luziferase GL2-Gen. Zwecks post 
transcriptional gene silencing wird den analgetisierten und narkotisierten Tieren einmalig (1. 
Behandlungstag: Tag 0) 20, 100, 200 ug eGFP-spezifische dsKNA/kg KSrpergewicht (KG) 
25 und der Kontrollgruppe 200 ug Luziferase-spezifische dsRNA/kg KG retrobulbar injiziert. 
Jede Versuchstiergruppe besteht aus 8 Tieren, das Injektionsvolumen/Injektion betragt 
maximal 0,1 ml. Die retrobulbare dsRNA-Injektion erfolgt sowohl am linken als auch am 
rechten Auge. Am Tag 3 erfolgt die Sakrifizierung der Tiere durch C02-Inhalation. 
Die Expression des grun-fluoreszierenden Proteins im Auge unbehandelter und behandelter 
30 Mause werde immunhistologisch (spontane eGFP-Fluoreszenz: fluoreszensmikroskopische 
Auswertung; eGFP-spezifische Immunfluoreszensfarbung: fluoreszensmikroskopische 
Auswertung; eGFP-spezifische DAB-Farbung: lichtmikroskopische Auwertung) untersucht. 

Das Beispiel 4 beschreibt das spezifische post transcriptional gene silencing durch dsRNA 
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gegen das Ziel-Gen eGFP im Maus-Tiermodell, wobei der optimale Wirkungszeitpunkt (= 
Zeitpunkt des maximalen gene silencing-Effekts) nach einmaliger retrobulbarer dsRNA- 
Injektion des post transcriptional gene silencing fittr die lokale (retrobulbare) Applikation 
bestimmt werden soli (Versuchsschema 4). Fiir die Durchfiihrung werden transgene Mause, 
die die enhanced Form des griinfluoreszierenden Proteins (eGFP) in ihren KOrperzellen 
exprimieren, in vivo durch retrobulbare Injektion mit dsRNA Oligoribonukleotid-Molekttlen 
gegen das Ziel-Gen eGFP behandelt. Bei Kontrolltieren erfolgt ebenfalls eine retrobulbare 
Applikation von unspezifischen dsRNA-MolekQlen gegen das Luziferase GL2-Gen. Zwecks 
post transcriptional gene silencing wird den analgetisierten und narkotisierten Tieren 
einmalig am Tag 0 200 *ig eGFP-spezifische dsRNA/kg Korpergewicht (KG) und der 
Kontrollgruppe 200 ng Luziferase-spezifische dsRNA/kg KG retrobulbar injiziert. Jede 
Versuchstiergruppe besteht aus 8 Tieren, das Injektioiisvolumen/Injektion betragt maximal 
0,1 ml. Die retrobulbare dsRNA-Injektion erfolgt sowohl am linken als auch am rechten 
Auge. Am Tag 2, 3, 5, und 10 nach der retrobulbaren Injektion erfolgt die Sakrifizierung der 
Tiere durch C02-Inhalation. 

Die Expression des griin-fluoreszierenden Proteins im Auge unbehandelter und behandelter 
Mause wird immunhistologisch (spontane eGFP-Fluoreszenz: fluoreszensmikroskopische 
Auswertung; eGFP-spezifische Immunfluoreszensfarbung: fluoreszensmikroskopische 
Auswertung; eGFP-spezifische DAB-Farbung: lichtmikroskopische Auwertung) untersucht 

Das Beispiel 5 beschreibt das spezifische post transcriptional gene silencing durch dsRNA 
gegen das Ziel-Gen eGFP im Maus-Tiermodell, wobei die dsRNA-Wirkung zum post 
transcriptional gene silencing fur die wiederholte, lokale (retrobulbare) Applikation bestimmt 
werden soli (Versuchsschema 5). Fiir die Durchfiihrung werden transgene Mause, die die 
enhanced Form des griinfluoreszierenden Proteins (eGFP) in ihren Kfirperzellen exprimieren, 
in vivo durch retrobulbare Applikation mit dsRNA Oligoribonukleotid-Molekttlen gegen das 
Ziel-Gen eGFP behandelt. Bei Kontrolltieren erfolgt ebenfalls eine retrobulbare Injektion von 
unspezifischen dsRNA-Molektflen gegen das Luziferase GL2-Gen. Zwecks post 
transcriptional gene silencing wird den analgetisierten und narkotisierten Tieren am Tag 0, 7 
und 14 (I. Behandlungstag: Tag 0, letzter Behandlungstag: Tag 14) 200 ng eGFP-spezifische 
dsRNA/kg Korpergewicht (KG) und der Kontrollgruppe 200 |ig Luziferase-spezifische 
dsRNA/kg KG retrobulbar injiziert Jede Versuchstiergruppe besteht aus 8 Tieren, das 
Injektionsvolumen/Injektion betragt maximal 0,1 ml. Die retrobulbare dsKNA-Injektion 
erfolgt sowohl am linken als auch am rechten Auge. Am Tag 15 erfolgt die Sakrifizierung der 
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Tiere durch C02-Inhalation. 

Die Expression des grttn-fluoreszierenden Proteins im Auge unbehandelter und behandelter 
Mause wird inimunhistologisch (spontane eGFP-Fluoreszenz: fluoreszensmikroskopische 
Auswertung; eGFP-spezifische Immunfluoreszensfsirbung: fluoreszensmikroskopische 
Auswertung; eQFP-spezifische DAB-Farbung: lichtmikroskopische Auwertung) untersucht. 

dsRNA-Konstrukte und Plasmide: 

Fiir das Design der dsRNA-Molekiile warden Sequenzen vom Typ AA(N19)TT (wobei N ein 
beliebiges Nukleotid darstellt) aus der Sequenz der Ziel-mRNA ausgewahlt, urn 21 
Nukleotide (nt) lange Sinn- und Anti-Sinn-Strange mit symmetrischen zwei Nukleotide 
langen 3'-Crberhangen zu erhalten. In den 3'-0berhangen wurde 2Meoxy-Thymindin anstelle 
von Uridin verwendet. Urn zu gewahrleisten, dass die dsRNA-Molekiile ausschliesslich gegen 
das Ziel-Gen gerichtet sind, werden die ausgewahlten dsKNA Sequenzen in einer BLAST- 
Analyse gegen das Maus Genom getestet. Die 21-nt RNA-Molekttle werden chemisch 
synthetisiert und gereinigt Fur die Duplex-Bildung werden jeweils 100 ^g der Sinn- und 
Antisinn-Oligoribonukleotide in 10 mM Tris/HCl, 20 mM NaCl (pH 7,0) gemischt, auf 95°C 
erwarmt und uber einen Zeitraum von 18 Stunden auf Raumtemperatur herabgekuhlt. Die 
. dsRNA-Molekttle werden mit Ethanol prazipitiert und in sterilem dd H20 resuspendiert. Die 
Endkonzentration betragt 0,5 mg/mL. Die Integrity und der Doppelstrang-Charakter der 
dsRNA wird durch Gelelektrophorese verifiziert. Altemativ werden dsRNA-Molekule von 
kommerziellen Anbietern bezogen. Die Sequenzen der Ziel-Gene und der entsprechenden 
dsRNA-Molekule sind wie folgt: 
GFP dsRNA 

DNA Ziel-Sequenz: 5' CGG CAA GCT GAC CCT GAA GTT CAT 

Kodierende Region, 122 - 142 relativ zum ersten Nukleotid des 
Startkodons (Acc. Nr. X65324) 
dsRNA (Sinn) 5' GCA AGC UGA CCC UGA AGU UCA U 

dsRNA (Anti-Sinn) 5' GAA CUU CAG GGU CAG CUU GCC G 

) Luziferase GL2 dsRNA (non silencing dsRNA, Kontrolle) 

DNA Ziel-Sequenz: 5' AAC GTA CGC GGA ATA CTT CGA 

Kodierende Region, 153 - 173 relativ zum ersten Nukleotid des 
Startkodons (Acc. Nr. X65324) 
dsRNA(Sinn) 5' CGU ACG CGG AAU ACU UCG Ad(TT) LYOiA02/p _ us 
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dsRNA (Anti-Sinn) 5' UCG AAG UAU UCC GCG UAC Gd(TT) 
Analgesie und Narkose der Mause: 

Zur systemischen Applikation werden die Tiere fixiert und die dsRNAs i.v. in die 
5 Schwanzvene (maximales Injektionsvolumen: 0,5 ml) injiziert, wobei von einer Analgesie 
oder Narkose abgesehen wird, da diese die Tiere starker belasten warden, als die i.v.-Injektion 
selbst Zur retrobulbSren Injektion (maximales Injektionsvolumen: 0,1 ml) werden die Tiere 
allerdings einer kurzfristigen Isofluoran-Inhalationsnarkose unterzogen und mit Metamizol- 
Natrium analgetisch versorgt. Dann werden die Tiere in ihrer gewohnten Umgebung im 
10 Tierstall gehalten. Nach dem Abschluss der in vivo Diagnostik (das Tierversuchsende ist dem 
jeweiligen Beispiel 1 - 5 zu entnehmen) werden die Tiere durch C02-Inhalation getStet, 
enukleiert und die Augen histologisch (Immunhistologie) befundet 

Untersuchung der eGFP Expression im retinalen Piementepithel und der Retina: 

15 Nach der Entnahme werden die Augen 24 Stunden lang in Methyl-Carnoy-LSsung fixiert. 
Die fixierten Praparate werden anschliessend nach Standardmethoden in einer aufsteigenden 
Isopropanolreihe entwassert und uber das Intermedium Methylbenzoat in Paraffin eingebettet 
Mit Hilfe eine Rotationsmikrotoms werden standardmaBig 5 bis 7 \xm dicke Serienschnitte 
hergestellt, in einem geheizten Wasserbad gestreckt und auf Polylysin-beschichtete 

20 Objekttr£ger verbracht Danach werden die Schnitte fur 2 Stunden im Brutschrank bei einer 
Temperatur von 52 °C getrocknet. Die getrockneten Schnitte werden in Xylol entparaffiniert, 
in eine absteigende Alkoholreihe und anschliessend in Tris/HCl pH 7,4 tiberfiihrt. Nach dem 
Blockieren werden die Schnitte fur 2 Stunden mit dem primaren anti-eGFP Antiserum 
(polyklonales Ziegen anti-eGFP Antiserum, Santa Cruz Nr. sc-5384) inkubiert. Die Detektion 

25 erfolgt mittels Immunfluoreszenrfarbung unter Verwendimg eines Cy2-gekoppelten 
Kaninchen anti-Ziegen IgG (Dianova, Nr. 305-225-045) oder lichtmikroskopische durch die 
DAB-Farbungemethode (Verwendung von biotiniliertem anti-Ziegen IgG (Santa Cruz, Nr. sc- 
2042), Avidin-D-Peroxidase (Linaris), DAB-Reagenz-Kit (Vector Systems)). Nach dem 
Gegenf&rben mit Haemalaun wErden die Proben eingebettet und anschliessend mit einem 

30 Eclipse TE-2000-S Mikroskop (Nikon), ausgestattet mit einem 20x und 40x/1.3 Objektiv, 
mikroskopiert Die spontane, eGFP-spezifische Fluoreszenz wird in entparaffinisierten, 
unbehandelten Schnitten mittels Flxireszenzmikroskop analysiert. 
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Versuchsschemata 

Versuchsschema 1: systemische siRNA- Application. Bestimmung der optimalen dsRNA- 
Konzentration zum post transcriptional gene silencing. 
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Versuchsschema 2: systemische siRNA-Applikation zur Bestimmung des optimalen 
Wirkxingszeitpunktes des post transcriptional gene silencing (= Zeitpunkt des maximalen 
10 gene silencing-Effekts nach einmaliger systemischen dsRNA-Injektion i.v. in Schwanzvene) 
am Tag 0, 
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Versuchsschema 3: retrobulbare siRNA-Applikation. Bestimmung der optimalen dsKNA- 
Konzentration zum post transcriptional gene silencing. 

Einmalige retrobulbare siRNA-Injektion am Tag 0, Versuchsende am Tag 3 (KG = 
Korpergewicht). 
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Versuchsschema 4: retrobulbare dsRNA-Injektion zur Bestimmung des optimalen 
Wirkungszeitpunktes des post transcriptional gene silencing (= Zeitpunkt des maximalen 
gene silencing-EBekts nach einmaliger retrobulbarer dsRNA-Applikation am Tag 0). 
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Versuchsschema 5: wiederholte retrobulbare dsRNA-Injektion zur Bestimmung post 
transcriptional gene silencing. 

Retrobulbare Injektion von 200 ug dsRNA/kg KG am Tag 0, 7, 14; am Tag 15 histolog. 
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Patentanspruche 

Verfahren zur spezifischen Hemmung der Expression vorgegebener Zielgene in Zellen 
und Geweben des Auges, dadurch gekennzeichnet, dass ein oder mehrere 
doppelstrangige Oligoribonukleotide (dsRNA) auflerhalb des Retina-Bereichs der 
Blut/Retina-Schranke appliziert werden. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 

a) ein oder mehrere doppelstrangige Oligoribonukleotide (dsRNA) eingefUhrt 
werden, welche die RNA-Interferenz der korrespondierenden mRNA von einem 
oder mehreren der Zielgene vermitteln, so dass die Degradation der 
korrespondierenden mRNA in der Zelle oder des Gewebes erfolgt, wodurch es zur 
Bereitstellung einer Zelle oder eines Gewebes kommt, welches eines oder mehrere 
der eingefiihrten dsRNA-Molekule enthalt; 

b) es zur Aufrechterhaltung der Zelle oder des Gewebes aus a) unter Bedingungen 
kommt, unter denen die Degradation der mRNA-Molekttle von einem oder 
mehreren der Zielgene erfolgt, wobei RNA-Interferenz der mRNA-Molekule der 
korrespondierenden Zielgene in der Zelle oder dem Gewebe stattfindet. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dass 

a) ein oder mehrere doppelstrangige Oligoribonukleotide (dsRNA) eingefuhrt 
werden, welche die RNA-Interferenz der korrespondierenden mRNA von einem 
oder mehreren Gen vermitteln, so dass die Degradation der korrespondierenden 
mRNA in der Zelle, des Gewebes oder des Organismus erfolgt, wodurch es zur 
Bereitstellung einer Testzelle, eines Testgewebes oder eines Testorganismus 
kommt; 

b) es zur Aufrechterhaltung der Zelle des Gewebes aus a) unter Bedingungen kommt, 
unter denen die Degradation der mRNA-Molektile von einem oder mehreren der 
Gene erfolgt, wodurch es zur Bereitstellung einer Testzelle oder eines Testgewebes 
kommt, in der die mRNA von einem oder mehreren der Gene degradiert ist; und 

c) die Beobachtung des Phanotyps der in b) hergestellten Testzelle oder des 
Testgewebes mSglich ist, und, optional, der Vergleich des beobachteten Phanotyps 
mit demjenigen einer geeigneten Kontrollzelle oder eines Kontrollgewebes, 
wodurch Informationen ilber die Funktionen der Gene moglich sind. 
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Verfahren nach den Ansprilchen 2 und 3, dadurch gekennzeichnet eines oder mehrere 
der Zielgene eine zellulare mRNA kodieren. 

Verfahren nach den AnsprUchen 2 und 3, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den 
genannten Zellen urn Zellen aus Geweben des Augenbintergrundes handelt. 

Verfahren nach den Ansprilchen 2 und 3, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den 
genannten Zellen urn Zellen der Retina handelt 

Verfahren nach den AnsprUchen 2 und 3, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den 
genannten ZeUen urn Zellen des Retinalen Pigmentepithels handelt. 

Verfahren nach den Ansprilchen 2 und 3, dadurch gekennzeichnet, dass die in den 
AnsprUchen 4 bis 9 genannten Zellen und Gewebe einem Wirbeltier zugeordnet 
werden konnen. 

Verfahren nach den AnsprUchen 2 und 3, dadurch gekennzeichnet, dass die in den 
AnsprUchen 4 bis 9 genannten Zellen und Gewebe einem Saugetier zugeordnet werden 
kOnnen. 

Verfahren nach den Ansprilchen 2 und 3, dadurch gekennzeichnet, dass die in den 
AnsprUchen 4 bis 9 genannten Zellen und Gewebe dem Menschen zugeordnet werden 
kdnnen. 

11. Ein „knockdown«-Organismus, der durch das in Anspruch 2 beschriebene Verfahren 
hergestellt wurde. 

12. Ein ,4cnockdown«-Organismus aus Anspruch 11, wobei der Organismus eine 
Augenkrankheit nachbildet 

13. Ein „kn°ckdown«-Orgamsmus aus Anspruch 11, wobei der Organismus eine 
Krankheit des Augenbintergrundes nachbildet 



9. 



10 
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14. Ein ,,knockdown"-Organismus aus Anspruch 1 1, wobei der Organismus eine retinale 
Erkrankung nachbildet. 

15. Ein „knockdown"-Organismus aus Anspruch 11, wobei der Organismus eine 
5 degenerative retinale Erkrankung nachbildet. 

16. Ein „knockdown"-Organismus aus den Ansprttchen 11 bis 15, dadurch 
gekennzeichnet, dass es sich bei dem Organismus urn ein Wirbeltier handelt 

10 17. Ein „knockdown"-Organismus aus den Anspriichen 11 bis 15, dadurch 
gekennzeichnet, dass es sich bei dem Organismus um ein Saugetier handelt 

18. Medikament . bzw. pharmazeutische Zusammensetzung zur Behandlung einer 
Augenerkrankung, dadurch gekennzeichnet, dass die Applikation des Medikamentes 

1 5 aufJerhalb des retina-Bereiches der Blut/Retina-Schranke erfolgt. 

19. Medikament nach Anspruch 1 8, dadurch gekennzeichnet dass 

a) es ein oder mehrere doppelstrangige Oligoribonukleotide (dsRNA) enthalt, welche 
die RNA-Interferenz der korrespondierenden mRNA von einem oder mehreren 

20 Zielgenen vermitteln, deren eingeschrankte Funktionen fur eine Augenerkrankung 

ursachlich sind; 

b) es zur Aufrechterhaltung der RNA-Interferenz aus a) unter Bedingungen kommt, 
unter denen die Degradation der mRNA-Molekiile von einem oder mehreren der 
fur die Augenerkrankung ursachlichen Zielgene erfolgt. 

25 

20. Medikament nach Anspruch 1 8, dadurch gekennzeichnet dass 

a) es ein oder mehrere doppelstrangige Oligoribonukleotide (dsRNA) enthalt, welche 
die RNA-Interferenz der korrespondierenden mRNA von einem oder mehreren 
Zielgenen vermitteln, wodurch der negative Effekt eines oder mehrerer in ihrer 

30 Funktion eingeschrankter Gene, die fur eine Augenerkrankung ursachlich sind, 

effizient ausgeglichen wird; 

b) es zur Aufrechterhaltung der RNA-Interferenz aus a) unter Bedingungen kommt, 
unter denen die Degradation der mRNA-Molekule von einem oder mehreren 
Zielgenen erfolgt, wodurch der negative Effekt eines oder mehrerer in ihrer 
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Funktion eingeschrankter Gene, die fur eine Augenerkrankung ursachlich sind, 
effizient ausgeglichen wird. 

21. Medikament nach den Ansprttchen 19 und 20 zur Behandhing einer Krankheit des 
5 Augenhintergrundes. 

22. Medikament nach den Ansprttchen 19 und 20 zur Behandlung einer retinalen 
Erkrankung. 

10 23. Medikament nach den Anspriichen 19 und 20 zur Behandlung einer degenerativen 
retinalen Erkrankung. 

24. Verfahren nach den Anspriichen 2 und 3 und den Ansprttchen 19 bis 23, wobei eines 
oder mehrere der Zielgene spezifisch im Auge exprimiert werden. 

15 

25. Verfahren nach den Anspruchen 2 und 3 und den Anspruchen 19 bis 23, wobei eines 
oder mehrere der Zielgene spezifisch in Geweben des Augenhintergrundes exprimiert 
werden. 

26. Verfahren nach den Ansprttchen 2 und 3 und den Ansprttchen 19 bis 23, wobei eines 
20 ' oder mehrere der Zielgene spezifisch in der Retina exprimiert werden. 

27. Verfahren nach den Ansprttchen 2 und 3 und den Ansprttchen 19 bis 23, wobei eines 
oder mehrere der Zielgene spezifisch im Retinalen Pigmentepithel exprimiert werden. 

25 28. Verfahren nach den Ansprttchen 2 und 3 und den Ansprttchen 19 bis 23, wobei eines 
oder mehrere der verwendeten dsRNA-Molekttle zwischen 21 und 23 Nukleotiden 
lang sind. 

29. Verfahren nach den Ansprttchen 2 und 3 und den Ansprttchen 19 bis 23, wobei eines 
30 oder mehrere der verwendeten dsRNA-Molekttle eine terminale 3'-Hydroxylgruppe 

enthalten. 

30. Verfahren nach den Ansprttchen 2 und 3 und den Ansprttchen 19 bis 23, wobei eines 
oder mehrere der verwendeten dsRNA-Molekttle chemisch synthetisiert wurde. 
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Verfahren nach den Ansprttchen 2 und 3 und den Ansprttchen 19 bis 23, wobei eines 
oder mehrere der verwendeten dsKNA-Molekiile ein Analog einer natttrlich 
vorkommenden RNA darstellt : 



32. Verfahren nach den Ansprttchen 2 und 3 und den Anspruchen 19 bis 23, wobei eines 
oder mehrere der verwendeten dsRNA-Molekttle sich unterscheidet von dem 
entsprechenden dsRNA-Analogon aus den Ansprttchen 23 bis 26 durch die Addition, 
Deletion, Substitution oder der Modifikation eines oder mehrerer Nukleotide. 

33. Verfahren nach den Anspruchen 2 und 3 und den Anspruchen 19 bis 23, wobei eines 
oder mehrere der verwendeten dsRNA-Molekttle das korrespondierende Gen durch 
„transcriptional silencing" hemmt. 

34. Verfahren nach den Ansprttchen 2 und 3 und den Anspruchen 19 bis 23, wobei eines 
1 5 oder mehrere der verwendeten dsRNA-Molekttle durch einen Vektor kodiert wird. 

35. Verfahren nach den Ansprttchen 2 und 3 und den Anspruchen 19 bis 23, wobei eines 
oder mehrere der dsRNA-Molekttle durch einen geeigneten Carrier in Zellen oder 
Geweben des Auges eingebracht werden, dadurch gekennzeichnet, dass die 

20 Applikation aufierhalb der Blut/Retina-Schranke erfolgt. 

36. Verfahren nach Anspruch 35, wobei es sich bei dem Carrier urn Adeno-assoziiertes 
Virus (AAV) handelt 

25 37. Verfahren nach Anspruch 35, wobei der Carrier dadurch gekennzeichnet ist, dass 

a) beispielsweise eine Verpackung der dsRNA in micellare Strukturen, 
vorzugsweise Liposomen, vorliegt; 

b) beispielsweise eine Bindung der dsRNA an kationische Porphyrine, kationische 
Polyamine, polymere DNA-bindende Kationen oder fusogene Peptide, vorliegt; 

30 C ) beispielsweise eine Assoziation oder Verpackung der dsRNA in ein von einem 

Virus wie das Cytomegalovirus (CMV) abgeleitetes oder ein synthetisch 
hergestelltes Httllprotein vorliegt. 
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38. Verfahren nach Anspruch 35, wobei die dsRNA an eine Kombination der in Anspruch 
37 beispielhafl genannten Tniger gebunden vorliegt. 

39. Verfahren nach Anspruch 35, wobei die dsRNA an eine Kombination der in Anspruch 
37 beispielhaft genannten Tniger und an das Adeno-assoziierte Virus (AAV) 
gebunden vorliegt. 

40. Verfahren nach den Anspruchen 35 bis 39, wobei der Carrier so gewahlt wurde, dass 
die dsRNA-Molekttle nach der Applikation iiber einen definierten Zeitraum 

) kontinuierlich in das Zielgewebe oder die Zielzellen eingebracht werden. 

41. Verfahren nach den Anspruchen 35 bis 40, wobei es sich bei den genannten Zielzellen 
um Zellen des Augenhintergrundes handelt. 

15 42. Verfahren nach den Anspruchen 35 bis 40, wobei es sich bei den genannten Zielzellen 
um Zellen der Retina handelt. 

43. Verfahren nach den Anspruchen 35 bis 40, wobei es sich bei den genannten Zielzellen 
um Zellen des Retinalen Pigmentepithels handelt 

20 

44. Verfahren nach den Anspruchen 35 bis 40, wobei es sich bei dem genannten 
Zielgewebe um ein Gewebe des Augenhintergrundes handelt. 

45. Verfahren nach den Anspruchen 31 bis 40, wobei es sich bei dem genannten Zellen 
25 und Geweben um Zellen und Gewebe eines Wirbeltieres handelt. 

46. Verfahren nach den Anspruchen 35 bis 45, wobei es sich bei dem genannten Zellen 
und Geweben um Zellen und Gewebe eines Saugetieres handelt. 

30 47. Verfahren nach den Anspruchen 35 bis 45, wobei es sich bei dem genannten Zellen 
und Geweben um menschliche Zellen und Gewebe handelt. 

4$. Jeweils mindestens eine Komponente, ausgewahlt aus der Gruppe umfassend: 
pharmazeutische Zusammensetzung, Nukleinsaure, Organismus, Wirt, Zelle, Zelllinie, 
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Gewebe, Organ, Medikament, Trager und/oder Vektor zur spezifischen Hemmung der 
Expression vorgegebener Zielgene in Zellen und Geweben des Auges, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie ein oder mehrere doppelstrSngige Oligoribonukleotide 
(dsRNA) aufweist/aufweisen, die aufierhalb des Retina-Bereichs der Blut/Retina- 
Schranke applizierbar ist. 

Verwendung von jeweils raindestens einer Komponente der folgenden Gruppe, 
umfassend: pharmazeutische Zusammensetzung, Nukleinsaure, Organismus, Wirt, 
Zelle, Zeillinie, Gewebe, Organ, Medikament, Trager und/oder Vektor zur 
spezifischen Hemmung der Expression vorgegebener Zielgene in Zellen und Geweben 
des Auges. 

Komponente nach Anspruch 48 oder Verwendung einer Komponente nach Anspruch 
49 nach einer oder mehreren Ausfiihrungsformen der Beschreibung. 

Verfahren zur Identifizierung einer pharmazeutischen Zusammensetzung mit den 
Schritten: Bereitstellen jeweils mindestens einer Komponente der folgenden Gruppe, 
umfassend: Nukleinsaure, Organismus, Wirt, Zelle, Zeillinie, Gewebe, Organ, Trager 
und/oder Vektor zur spezifischen Hemmung der Expression vorgegebener Zielgene in 
Zellen und Geweben des Auges, derart, dass ein oder mehrere doppelstrangige 
Oligoribonukleotide (dsRNA) aufierhalb des Retina-Bereichs der Blut/Retina- 
Schranke applizierbar sind. 

Verwendung der RNA-Interferenz-Methode zur Therapie des Auges. 

Verwendung jeweils mindestens einer Komponente der folgenden Gruppe, umfassend: 
Nukleinsaure, Organismus, Wirt, Zelle, Zeillinie, Gewebe, Organ, Trager und/oder 
Vektor zur Therapie des Auges mittels RNA-Interferenz-Methode. 
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